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MENETELMA PROTEIINIEN KITEYTTAMISEKSI 
HIILIHYDRAATTIRUNKOISILLA POLYMEEREILLA 

L 5~ 

Tiivistelma 



Keksinnon kohteena on malcromolekyylien, erityisesti proteiinien ja polypeptidien 
kiteytysmenetelma jossa kaytetaan reagensseina valittuja hiilihydraattirunkoisia 
biologista alkuperaa olevia polymeereja kuten alginaattia, pektiinia, dekstriinia tai 
kitosaania ja naiden hydrolysaatteja. Menetelmalla voidaan estaa kiteiden 
sedimentoituminen ja taten edistaa tuotteen pysyvyytta tasa-aineisena. Menetelmalla 
voidaan valmistaa polypeptideista uusia lddemuotoja ja edistaa kiteiden pysyvyytta. 

) Q 

Polymeereja koskevaa tunnettua tekniikkaa 

Kitosaania, alginaattia ja pektiinia kaytetaan laajasti erilaisissa bioteknologian 
sovellutuksissa. Naiden polymeerien kaytosta loytyykin runsaasti muun muassa 
katsaus-tyyppista kirj allisuutta. Osa julkaisuista kasittelee kyseisten polymeerien 
yleista kayttoa (Hirano 1996) kun taas toiset keskittyvat tiettyyn 
kayttosovellusalueeseen kuten laakkeiden tuotekehitykseen (Borchard ja Junginger 
2001; Singla ja Chawla 2001; Tonnesen ja Karlsen 2002). 

Naiden polymeerien elektrolyyttiluonne mahdollistaa fysikaalisten hydrogeelien 
valmistamisen vastakkaisen varauksen omaavien ionien kanssa (Hoffman 2002). 
Esimerkiksi alginaattia on perinteisesti kaytetty laakeformulaatioiden lisaaineena sen 
geelia muodostavien ja stabiloivien ominaisuuksiensa vuoksi. Alginaatti ja pektiini 
ovat polyanioneja ja kitosaani on polykationi. Naista muodostettuja biohajoavia 
geeleja voidaan kayttaa esimerkiksi sellaisissa laakeformulaatioissa, joilla saadellaan 
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laakkeen vapautumista elimistossa tietyissa olosuhteissa kuten mahalaukun 
happamassa ymparistossa (Bodmeier, Chen ja Paeratakul 1989; el Fattah ym. 1998) 
tai paikallisesti tietyissa kudoksissa kuten vaikkapa nivelrustossa (Mierisch ym. 
2001). Niista voidaan valmistaa myos sellaisia iiuoksia, jotka muodostavat geelin 
5 vasta elimistbon annosteltuina esimerkiksi ruumiinlammbn vaikutuksesta (Chenite 
ym. 2000) tai mahalaukun happamissa olosuhteissa (Miyazaki, Kubo ja Attwood 
2000). 

Alginaatin ja pektiinin geeliyttamiseen on tavallisimmin kaytetty kalsiumionia. 
Kitosaanin geeliyttamiseen on kaytetty muun muassa tripolyfosfaattia (Bodmeier, 
10 Chen ja Paeratakul 1989; Janes, Calvo ja Alonso 2001). 

Kirjallisuudesta loytyy lukuisia naiden polymeeriliuosten fysikokemiallisia 
ominaisuuksia, viskositeettia ja geeliytyvyytta kasittelevia julkaisuja (Desbrieres 
2002; Li ja Xu 2002; Singla ja Chawla 2001). Kiinnostus erityisesti kitosaanigeelien 
tutkimukseen on kasvanut voimakkaasti viime vuosina. Kitosaaniliuoksen 
15 viskositeetti kasvaa kitosaanikonsentraation ja deasetylaatioasteen kasvaessa seka 
lampotilan laskiessa. Kitosaani on kuitenkin liukenematon alkalisessa ja neutraalissa 
pH:ssa, mika saattaa toisinaan asettaa rajoituksia sen kaytolle sellaisenaan. 

Kitosaanista valmistettuja geeleja, niiden ominaisuuksia ja kayttbsovelluksia on 
tutkittu paljon erilaisia laakeformulaatioita ja hoitomuotoja kehiteltaessa. 
20 Esimerkiksi injektoitavaa kitiinigeelia on valmistettu kitosaania asetyloimalla 
(Gerentes ym. 2002). Yha kasvavan mielenkiinnon vuoksi onkin jo kayty 
keskustelua kitosaanin ja alginaatin turvalliseen laaketieteelliseen kayttbon liittyvasta 
standardoinnistaja ohjeistuksesta (Dornish, Kaplan ja Skaugrud 2001). 

On yleisesti tunnettua kirjallisuudessa, etta kitosaania, alginaattia ja pektiinia on 
25 kaytetty erilaisina partilckeleina laakeaineiden ja proteiinien kantoaineena (engl. 
carrier). Esimerkiksi sellainen suun kautta annosteltava laakeaineen vapautumista 
saateleva formulaatio, jossa kitosaanin ja laakeaineen seos on granuloitu tai 
pelletoity, on patentoitu (Sakkinen ja Marvola 2001 patentti WO0176562). 
Vastaavanlaisissa tableteissa on kaytetty myos kitosaanin ja alginaatin muodostamaa 
30 ionikompleksia (Takeuchi ym. 2000). 



Laakeaineiden partikkeleita tai kiteita on myos kapseloitu (engl. encapsulated) 
pieniin pallomaisiin geelipartilckeleihin (engl. beads, microspheres tai 
micropar •tides), jotka on tavallisesti kovetettu tipauttamalla laakeainetta sisaltavaa 
polymeeriliuosta pisaroina vastaionia sisaltavaan liuokseen (Bodmeier, Chen ja 
Paeratakul 1989; Bodmeier ja Paeratakul 1989; Takka ja Acarturk 1999). Kitosaania 
on kapseloitu myos ionikompleksina glysiiniliuoksessa (Kofuji ym. 2001). 

Vastaavasti on suoritettu niin solujen (Serp ym. 2000) kuin my6s proteiinien 
kapselointia. Esimerkiksi albumiinia on kapseloitu kitosaanilla paallystettyihin 
pektiinipartikkeleihin kalsiumkloridiliuoksessa (Kim ym. 2003). Proteiinien 
10 kapselointia on suoritettu myos inkuboimalla proteiiniliuosta puolivalmiissa 
polymeerikapselisuspensiossa, jolloin kapselien sisaltama geeli on saatu tayttymaan 
proteiinilla. Tiourina ja Sukhorukov (2002) ovat osoittaneet a-kymotrypsiini- 
entsyymin sailyttaneen hyvin aktiivisuutensa tallaisessa alginaatti-protamiini- 
kapselien suspensiossa. Myos proteiinikiteiden kapselointi polymeerikantoaineeseen 
15 on jo ennestaan tunnettua tekniikkaa (Margolin ym. 2003 patentti US2003 175239). 

Geelia tai partikkeleita muodostavan ominaisuuden lisaksi alginaatilla ja kitosaanilla 
tai niiden modifikaatioilla on mainittu myos useita muita edullisia ominaisuuksia 
kuten antioksidatiivisia (Schmidt 2003; Xue ym. 1998) ja antimikrobiaalisia (Huard 
ym. 2001 patentti US6197322; Jumaa, Furkert ja Muller 2002; Kim ym. 1999; 

20 Sakurada 1995 patentti JP7258972) vaikutuksia. Naiden ominaisuuksiensa vuoksi 
erityisesti kitosaania on ehdotettu kaytettavan muun muassa sailontaaineena tai 
terapeuttisena materiaalina ihon hoitoon ja haavojen parantamiseen. Kitosaanin on 
havaittu nopeuttavan haavojen paranemista uuden ihosolukon muodostumista 
edistaen (Singla ja Chawla 2001) seka elimiston omia puolustusmekanismeja kuten 

25 makrofageja aktivoiden (Ueno, Mori ja Fujinaga 200 1). 

Kationiluonne antaa kitosaanille bioadheesioon liittyvan erityisominaisuuden, jota on 
kaytetty hyvaksi limakalvojen kautta annosteltavien, esimerkiksi insuliinia tai muuta 
makromolekyylia, peptidia, proteiinia tai DNA:ta sisaltavien laakkeiden kehittelyssa 
(Fernandez-Un-usuno ym. 1999; Janes, Calvo ja Alonso 2001; van der Lubben ym. 
30 2001; Takeuchi, Yamamoto ja Kawashima 2001; Thanou, Verhoef ja Junginger 
2001). 
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Niiiden polymeerien erilaisia kayttosovellutuksia loytyy laaketeollisuuden lisaksi 
paljon esimerkiksi elintarvike-, kosmetiikka-, tekstiili- ja paperiteollisuudesta. 
Kitosaanilla on lupaavia tulevaisuuden mahdollisuuksia, ei pelkastaan geelina tai 
lisaaineena, vaan myos biologisesti aktiivisena aineena. 



Proteiinikiteytyksen tunnettua tekniikkaa 



Joitakin tietoja proteiinien kiteytyksesta on julkaistu jo 1800-luvulla. 
Laaketieteellisessa oppikirjassa vuodelta 1853 kuvaillaan hemoglobiinin 

10 kiteyttaminen. Proteiinien kiteytys kasvoi 1920-luvulla nopeasti laajenevaan 
kayttoon. 1900- luvun alkupuolella kiteytysta kaytettiin erityisesti proteiinien 
puhdistamiseen preparatiivisessa mittakaavassa. Viime vuosikymmenina proteiinien 
kiteytysta on kehitetty ensisijaisesti molekyylirakenteiden tutkimista varten. Hyvia 
yleiskatsauksia proteiinien kiteytysmenetelmiin ja kaytettyihin reagensseihin on 

15 julkaistu kirjoissa, joita ovat toimittaneet Alexander McPherson (1989), A. Ducruix 
and R. Giege (1992) ja. Bergfors, T. M. (1999). 

Kiteytyksen kaytto tuotannollisiin ja laaketieteellisiin tarkoituksiin on suhteellisesti 
katsoen vahentynyt samalla kun proteiinien kromatografinen puhdistus on 
voimakkaasti kehittynyt. Viime aikoina on kuitenkin noussut uusi kiinnostus 
20 proteiinien kitey tysmenetelmaan laaketieteelli sta f ormulointia varten . 

Kuitenkaan useimmat kiteytysmenetelmat joita nykyisin kaytetaan 
rakennetutkimuksissa eivat ole laisinkaan sopivia laaketieteellisten tuotteiden 
valmistukseen. Naissa menetelmissa kaytettavat kiteytysreagenssit ovat fysiologisesti 
sopimattomia ja usein suorastaan myrkyllisia. Laaketieteellisiin kiteytyksiin taytyy 
25 nain ollen valita sellaisia reagensseja jotka ovat sinallaan elimistoon sopivia ja 
farmakopean mukaisesti hyvaksyttyja. Jotkin aineet ovat hyvaksyttyja ihonalaiseen 
tai suonensisaiseen injektioon, jotkin ainoastaan ruoansulatuskanavan kautta 
kaytettaviksi . 
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Nain ollen farmakologinen hyvaksyttavyys rajoittaa suuresti kiteytykseen 
kaytettavissa olevien aineiden valikoimaa. Seuraavassa esitetaan luettelomaisesti 
ryhmiteltyna joitakin proteiinien kiteytyksessa kaytettyjen aineiden tai olosuhteiden 
perustyyppeja ja tarkastellaan niiden soveltuvuutta farmaseuttiseen kayttSon. 

5 Epaorgaanisia suoloja, kuten ammoniumsulfaattia, natriumsulfaattia, fosfaatteja, 
litiumkloridia, natriumkloridia ja kaliumkloridia kaytetaan usein hyvin vakevina 0.5 
- 3 M liuoksina, jotka eivat ole farmakologisesti hyvalcsyttavia. Alkoholit ja 
orgaaniset liuottimet, kuten metanoli, etanoli, isopropanoli ja asetoni ovat hyvia 
kiteyttajia, mutta myrkyllisia. Synteettiset polymeerit, kuten lukuisat erilaiset 

10 polyetyleeniglykolit ja niiden johdannaiset ovat rajoitetusti soveltuvia synteettisen 
kemian tuotteita. Proteiinien kiteytykseen on kaytetty naiden esimerkkien lisaksi 
tuhansia erilaisia reagensseja ja niiden yhdistelmia. Hyvin harvat naista reagensseista 
ovat laaketieteelliseen kayttoon tai elintarvikeprosesseihin soveltuvia. 

Kirjallisuudessa vaitetaan yleisesti, etta proteiinien kiteytys on vaikeaa ja edellyttaa 
15 proteiinin hyvin suurta puhtautta. Proteiinin liuoksesta pitaa poistaa kaiklci vieraat 

aineet, erityisesti muut proteiinit ja polymeerit jotta kiteytys voisi lainkaan onnistua. 

Taman yleisen periaatteen mukaisesti kiteytettava proteiini puhdistetaan erittain 

perusteellisesti esimerkiksi useilla perakkaisilla kromatografiamenetelmilla. 

Puhdistamisen jalkeen liuokseen lisataan jotain edella mainittua reagenssia, jolloin 
20 proteiini saattaa kiteytya. Taman kaltaisia menetelmia on julkaistu tieteellisessa 

kirjallisuudessa kymmenia tuhansia. 

Tassa keksinnossa kaytettyjen esimerkkiproteiinien kiteytyksia on kuvattu 
kirjallisuudessa perusteellisesti. Abel julkaisi (1926) ensimmaisen insuliinin 
kiteytyksen. Myohemmin Scott (1934) ja Schlichtkrull (1956 ja 1960) ovat 
25 julkaisseet useita tutkimuksia insuliinin kiteytyksesta. Glukoosi-isomeraasin 
kiteytyksen on kuvannut patenteissa Visuri (1987 ja 1992) seka tieteellisessa 
julkaisussa Vuolanto ym (2003). Torronen A. ym. (1994) ovat kuvanneet ksylanaasin 
kiteytyksen. 



Kiteytys geeleissa 



Rontgenkristallografiassa tarvittavien yksittaisten isojen proteiinikiteiden 
valmistusmenetelmia geeleilla ovat kuvanneet julkaisuissaan Robert, M. C. ja 
Lefauchcheux, F. (1988). seka Robert, M. C. ym.(1992). Kuvatuilla menetelmilla 
proteiineja kiteytetaan silikageelin tai agaroosigeelin kera. Naissa menetelmissa 
geelit eivat toimi kiteytysreagensseina vaan niiden tehtavana on ensisijaisesti 
saadella ja hidastaa kiteiden liian nopeata muodostumista. Proteiinien ldteyttaminen 
tehdaan lisaamalla seokseen tunnetun tekniikan mukaisia kiteytysreagensseja. 



Taman keksinnon eroavaisuuksia tunnettuun tekniikkaan 

Tunnetussa tekniikassa kaytetaan puheena olevia polymeereja yleensa 
proteiinihiukkasten tai kiteiden kapselointiin tai stabilointiin mm. kuivauksen 
yhteydessa. Tassa keksinnossa on kuitenkin kyseessa ainoastaan polymeerien geeliin 
tai liuokseen perustuva menetelma ja tuotemuoto. Keksinnon mukaisella 
menetelmalla ei pyrita kapseloimaan proteiineja, vaan kiteet ovat sellaisenaan 
vapaana polymeerin liuoksessa tai jatkuvassa tasaisessa geelissa. Keksinnon 
mukaisia kidesuspensioita ei kuivata. 

Taman keksinnon mukaisilla polymeeriliuoksilla tai niiden geeleilla tehtyja 
proteiinien tai polypeptidien kiteytyksia ei tunneta aikaisemmassa kirjallisuudessa. 
Keksinnon mukainen ei-kapseloitu tuote on sellaisenaan kayttokelpoinen kiteisen 
malcromolekyylin ja viskoosin liuoksen tai geelin tasalaatuinen seos, jota voidaan 
myos sailyttaa tasalaatuisena sekoittamatta ja syottaa kohtuullisella paineella 
kapillaarin lapi. 

Keksinnon mukaisena tavoitteena ovat seosolosuhteet, joissa proteiinien luonnolliset 
ominaisuudet sailyvat ennallaan. Tata tavoitetta edistaa se, etta kiteisen proteiinin 
fysikaalinen ymparisto on hyvin samankaltainen kuin liukoisen proteiinin. 
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Tama keksintO eroaa oleellisilta osiltaan aiemmin tunnetuista tekniikoista joissa 
kaytetaan geeleja lciteytyksen apuvalineena. Kyseisilla tunnetuilla menetelmilla 
pyritaan ldteyttamaan proteiinit hyvin hitaasti siten etta muodostuu mahdollisimman 
vahan lddeytimia. Talloin saadaan syntymaan yksittaisia isoja kiteita. Kuvatuissa 

5 menetelmissa muodostetaan geelista ja proteiiniliuoksesta kaksi eii faasia jotka ovat 
kosketuksessa toisiinsa. Naissa tekniikoissa kiteytyminen saadaan aikaan nimen 
omaan lisaamalla geelifaasiin proteiinin ldteytymisen aiheuttava ennalta tunnettu 
reagenssi. Kiteytyminen tapahtuu hitaasti kun reagenssi ja proteiini sekoittuvat 
diffuusion avulla. Tunnetun tekniikan geelia muodostavat aineet ovat erilaisia kuin 

10 taman keksinnSn mukaiset polymeerit. 

Kirjallisuudessa kuvatussa tekniikassa geelin muodostukseen kaytetyt aineet eivat 
itsenaisesti toimi kiteyttavina reagensseina. Niiden halutaan nimen omaan olevan 
mahdollisimman inertteja ja reagointi kiteytettavan proteiinin kanssa nahdaan 
haittana. 

15 Taman keksinnon mukaisesti polymeerit ja kiteytettava proteiini sekoitetaan nopeasti 
keskenaan ja kiteytyminen tapahtuu tasaisesti koko seoksessa. Vaihtoehtoisesti 
ennalta muodostetut kiteet sekoitetaan naihin polymeereihin. Geelin muodostuminen 
ei ole valttamat5n edellytys taman tekniikan hyotykaytolle. 

Taman keksinnon mukaisesti polymeerit voivat olla oleellisia aineita kiteiden 
20 muodostumisessa. Monissa seuraavissa esimerkeissa polymeeri tai sen hydrolysaatti 
on suorastaan valttamaton reagenssi kiteiden tuottamisessa. Voidaan paatella etta 
nama polymeerit osallistuvat monin tavoin kiteytymiseen. Tata paatelmaa tukee 
muun muassa yllattava havainto, etta proteiineista syntyy polymeereissa usein aivan 
erimuotoisia ja keskimaarin erikokoisia kiteita kuin samoista proteiineista 
25 kiteytettaessa aikaisemmin tunnetulla tekniikalla. 
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Keksinnon kuvaus 



Taman keksinnon mukaisesti proteiinit tai polypeptidit kiteytetaan liuoksessa joka 
sisaltaa valittuja hiilihydraattirunkoisia biologista alkuperaa olevia polymeereja. 

5 Keksinnon mukaisia polymeereja ovat alginaatti, dekstriini, pektiini ja kitosaani. 
Polymeerien molekyylikoko voi luonnostaan vaihdella niiden biologisesta 
alkuper&sta ja puhdistusprosessista riippuen. Kaupallisesti on saatavissa saman 
tyyppisia polymeereja, joilla on hyvin vaihteleva molekyylikoko. Yleisen kasityksen 
ja kokemuksen mukaan hiilihydraatit ja polysakkaridit suojaavat proteiineja ja 

10 edistavat niiden pysyvyytta liukoisena. 



Nyt on yllattaen havaittu ja osoitettu kokeellisesti, etta nama polymeeriset aineet 
voivat edistaa proteiinien ja peptidien kiteytymista tai soveltuvat kaytettavaksi 
kiteytyksen yhteydessa. Lisaksi on havaittu, etta nama polymeerit voivat olla myos 
15 osittain hydrolysoituja molekyylikoon pienentamiseksi. Keksinnon mukaisia 
polymeereja ja niiden hydrolysaatteja kayttaen voidaan valita monenlaisia 
kiteytysolosuhteita jolloin voidaan saavuttaa erilaisia hyodyllisia tavoitteita. Eri 
tyyppisia polymeereja voidaan myos tarkoituksenmukaisesti yhdistella. 



20 Keksinnon mukaisilla polymeeriliuoksilla on kiteytetty ja seostettu useita erilaisia 
proteiineja, mm. glukoosi-isomeraasi, insuliini, ksylanaasi ja endoglukanaasi. Nain 
voidaan paatella, etta kyseisia polymeereja voidaan edullisesti kayttaa lukuisien eri 
proteiinien ja polypeptidien kiteytyksen yhteydessa. 



25 Erityisen kiinnostavaa ja edullista on se, etta voidaan valmistaa pienia ja tas 
kiteita. Tallainen kidesuspensio on edullinen esimerkiksi tarkan annostelun 
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Viskoosissa liuoksessa tai tiksotrooppisessa geelissa tallainen kidesuspensio on 
hyvin pysyva. 



Naista polymeereista on myos valmistettu entsymaattisen hydrolyysin avulla 
pienimolekyylisempia tuotteita, jotka ovat hyvin soveltuvia proteiinien kiteytykseen. 
Hydrolyysin avulla voidaan alentaa polymeeriliuoksen viskositeettia, mika on eduksi 
esimerkiksi silloin kun paatavoitteena on proteiinin kiteyttaminen. Hydrolysoidusta 
polymeerista voidaan tarvittaessa valmistaa vakevSmpia liuoksia kuin alkuperaisesta. 



10 Alkuperaisia suurimolekyylisia polymeereja on edullista kayttaa silloin kun 
tavoitteena on geelimainen tuote ja kiteiden laskeutumisen estaminen. 
Polyelektrolyyttisia polymeereja, kuten alginaattia ja pektiinia voidaan geeliyttaa 
lisaamaiia sopivia vastaioneja, esimerldksi kalsiumia. Polymeerien avulla voidaan 
saadella kidesuspensioiden viskositeettia laajalla alueella. Naista polymeerien 

15 ominaisuuksista on paljon kirjallisuutta kuten edelia tunnetussa tekniikassa on 
mainittu. 



Menetelman etuja. 

Seuraavaksi kuvaillaan joitaldn keksinnon mukaisen menetelman etuja. 



Polymeerit kiteytysreagensseina 

Nama polymeerit toimivat usein paaasiallisina proteiineja kiteyttavina reagensseina, 
kuten esimerkit 12 - 65 osoittavat. Vastaavissa olosuhteissa pelkassa 
puskuriliuoksessa kiteytymista ei tapahdu. 



25 
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Laaketieteellinen hyvaksyttavyys 

Polymeerit ovat laaketieteellisesti hyvaksyttavia aineita. Nain voidaan valmistaa 
kiteisia laakeainetuotteita esimerkiksi ihonalaista injektiota varten. Kiteytys voidaan 
tehda hyvin alhaisessa suolapitoisuudessa. Kiteytyksessa ainoana suolana voi olla pH 
saiidossa kaytetty laimea puskuriliuos, esimerkiksi fosfaatti. Polysakkarideilla on 
tunnetun tekniikan perusteella proteiineja stabiloiva vaikutus. Keksinnon mukaisessa 
lopullisessa koostumuksessa polymeerin kuiva-ainepitoisuus on alhainen, tavallisesti 
alle 5 painoprosenttia. 



Edut laakkeiden annostelussa 

Kiteisten suspensioiden kayttoa vaikeuttaa tai rajoittaa yleensa kiteiden 
laskeutuminen ja sen seurauksena epahomogeenisten suspensioiden muodostuminen. 
Tasta ovat esimerkkina kaupalliset hidasvaikutteiset kiteiset insuliinivalmisteet, joita 
taytyy aina ravistella voimakkaasti ennen kayttoa. Polymeerit nostavat liuoksen 
viskositeettia ja niilla voi siten estaa kiteiden laskeutumisen astian pohjalle. Nain 
voidaan laakeainesuspensio pitaa kauan homogeenisena. 



Edut teollisuusentsyymien tuotannossa ja annostelussa 

Useita teollisuusentsyymeja voitaisiin edullisesti valmistaa ja varastoida kiteisina jos 
kiteet eivat sedimentoituisi. Kidesuspensioina voidaan teollisuusentsyymeja 
varastoida ja kayttaa hyvin vakevina. Nain saavutetaan merkittavia saast5ja. Nyt 
voidaan kiteisen valmisteen edut saada kayttoon taman keksinnon mukaisella 
menetelmalla 
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Geeliytys 



Polymeeri voidaan tarvittaessa geeliyttaa ennen proteiinin kiteytymista, jolloin 
kiteytyminen tapahtuu tasaisesti vaikka panos pidetaan sekoittamatta. 
Kiteytysolosuhteet voidaan saataa sellaisiksi, etta kahden liuoksen yhdistaminen 
tuottaa tasaisen seoksen, jossa yhdistamisen jalkeen tapahtuu seka geelin 
muodostuminen etta proteiinin kiteytyminen ilman uusia reagenssilisayksia. Geelin 
viskositeetti voidaan saataa halutunlaiseksi tunnetulla tekniikalla. KeksinnSn 
mukaisen geelin viskositeetti on riittava estamaan kiteiden laskeutumisen, mutta 
samalla sellainen, etta geelia voidaan syottaa kohtuullisella paineella ohuen 
) kapillaarin lapi. 



Hidas liukoisuus 



Yksi kiteisen proteiinin etu liukoiseen proteiiniin verrattuna on sen hitaampi ja 
pitkakestoisempi vaikutus sen vaatiman liukenemisajan vuoksi. Kiteisen proteiinin 
.5 liukenemisnopeuteen vaikuttaa fysikaalinen ja kemiallinen ymparista seka kidekoko. 
Jos kidekoko on tasainen, liukenemisnopeus on ennustettavissa ja hallittavissa. 
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Homogeeninen kidekoko 



Kun proteiinin tai polypeptide kiteytys suoritetaan liukoisen tai geeliytetyn 
polymeerin, polymeeriseoksen tai polymeerihydrolysaatin lasnaollessa, 
kiteytymisnopeudessa tai kiteiden koossa ja muodossa voidaan havaita 
eroavaisuuksia, jotka ovat edullisia tavanomaiseen liuokseen verrattuna. Keksinnon 
mukaisella liuos- tai geelikoostumuksella voidaan saada aikaan homogeeninen 
nukleaatio mika johtaa tasaisen kidekoon muodostumiseen. 
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Keksinnon edullinen suoritustapa 

Kiteytettava proteiini tai peptidi, liuotetaan puskurisuolaliuokseen. Edullinen puskuri 
on esimerkiksi laimea fosfaatti, jonka konsentraatio voi olla 20 - 50 mM. Tassa 
liuoksessa proteiinin ei tarvitse kiteytya. Toisaalta proteiini voi tassa vaiheessa olla 
5 kiteisena jos se on lopputuotteen kannalta hyvaksyttavaa tai edullista. 

Valmistetaan keksinnon mukaisesta polymeerista, esimerkiksi pektiinista, 
dekstriinista, alginaatista, ldtosaanista, polymeerin hydrolysaatista tai jostakin 
naiden seoksesta liuos veteen. Polymeerin edullinen pitoisuusalue on alempi kuinlO 
%. Polymeerien hydrolysaateista voi valmistaa vakevampia liuoksia niiden 
10 alhaisemman viskositeetin johdosta. Liuos voi sisaltaa polymeerin ohella ainetta joka 
helpottaa polymeerin liuottamista, esimerkiksi happamuuden saatoon tarvittavaa 
ainetta kuten asetaattia. 

Valmistetaan proteiinin ja polymeerin liuoksista tasa-aineinen seos. Taman jalkeen 
tapahtuu proteiinin kiteytyminen. Panosta sekoitetaan jatkuvasti jos seoksen 
15 viskositeetti on suhteellisen alhainen. Jos viskositeetti on riittavan korkea, panosta ei 
tarvitse sekoittaa liuosten yhdisfamisen jalkeen. 

Haluttaessa voidaan tahan seokseen lisata ainetta, joka geeliyttaa kaytetyn 
polymeerin tai saataa sen viskositeetin halutulle tasolle. Tallainen aine voi olla 
esimerkiksi jokin kahdenarvoinen kationi kuten kalsium-ioni. Vaihtoehtoinen 
20 geeliyttaja voi olla esimerkiksi sahkovaraukseltaan toisenlainen polymeeri. Sopivan 
polymeeriparin voi muodostaa esimerkiksi kitosaani ja alginaatti. 

Proteiinin tai polypeptide kiteytymisen edellytyksena on se, etta panoksen 
sekoittamisen jalkeen olosuhteet ovat hallitut. Seoksen happamuuden (pH) tulee olla 
sellainen, etta kyseinen proteiini voi kiteytya. Edullisin pH on erilainen eri 
25 proteiineilla. Edullinen pH arvo saavutetaan kayttamalla proteiinin ja polymeerin 
liuoksissa tarkalleen annosteltuja puskuri aineita. Proteiinin kiteytyminen voi my5s 
edellyttaa jonkin erityisen reagenssin kayttoa. Taman keksinnon mukaisesti itse 
polymeeri tai sen hydrolysaatti voi hyvin monissa tapauksissa yksinaan toimia 
paaasiallisena kiteyttavana reagenssina. 
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Seuraavat esimerkit valaisevat tarkemmin keksinnon toimivuutta ja etuja erilaisista 
lahtokohdista ja nakokulmista tarkasteltuna. 



5 Esimerkit 
Esimerkki 1. 

Ihmisen insuliinin kiteyttaminen 1,5 % natriumalginaattiliuoksessa 

Kiteytettavana materiaalina kaytettiin ihmisen insuliinia. Tama proteiini on tuotettu 
ilmentamalla ihmisen insuliinin geeni E. Colissa. Insuliinin toimittaja oli Sigma, 
10 jonka luettelossa se on tuotenumerolla I 0259. Kuivaa insuliinijauhetta liuotettiin 
21,1 mg/ml happameen liuotusreagenssiin joka sisalsi 10 mM suolahappoa ja 3 mM 
sinkkikloridia. 

Valmistettiin 3 % (w/w) natriumalginaatti (Fluka 71238) polymeeriliuos veteen. 450 
mikrolitraan tata polymeeriliuosta lisattiin puskuriksi 50 mikrolitraa 4 M kalium 

15 natrium fosfaattia, jonka pH on 5,6. Sekoitettiin koeputkisekoittajalla puskuroitua 
alginaattiseosta ja samalla lisattiin 500 mikrolitraa insuliiniliuosta, jonka 
proteiinipitoisuus oli 10,6 mg/ml. Loppuolosuhteet kiteytyspanoksessa olivat: 1,5 % 
natriumalginaattia; 0,2 M kalium natrium fosfaattia ja 5,3 mg/ml ihmisen insuliinia, 
joka vastaa 145 kansainvalista yksikkoa (lyhennetaan ky) per millilitra. Suolahapon 

20 loppupitoisuus on talloin 2,5 mM ja sinkkikloridin 0,75 mM. Kiteytys tehtiin 
huoneenlammSssa (25 °C). 

Talloin syntyi aluksi tasainen amorfinen valkoinen saostuma. Koeputki siirrettiin 
keinutukseen. Noin kahden ja puolen tunnin kuluessa amorfinen sakka liukeni ja 
muodostui taysin kiteytynyt melko tasakokoinen kuutiomainen insuliinikidejoukko 
25 (Valokuva 1). Kuutiomaisten kiteiden sarman pituus oli tyypillisesti 10 - 15 
mikrometria valokuvasta 1 mitaten. 
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Esimerkki 2. 

Ihmisen insuliinin kiteyttaminen 1,5 % kalsiumalginaattigeelissa 

Kiteytettavana materiaalina oli ihmisen insuliini kuten esimerkissa 1. Kiteytys tehtiin 
siten etta kalsiumalginaattigeeli muodostui lopullisessa seoksessa ennen insuliinin 
5 kiteytymista. 

Kuivaa insuliinijauhetta liuotettiin 20 % (v/v) etikkahappoon niin, etta 
insuliinipitoisuudeksi tuli 16,7 mg/ml. 200 mikrolitraa tata liuosta laimennettiin 
lisaamalla 85 mikrolitraa vetta. Tahan insuliiniliuokseen lisattiin 70 mikrolitraa 0,1 
M kalsiumkloridia. 

10 Natriumalginaattiliuos valmistettiin erikseen sekoittamalla 1,5 millilitraa 2 % (w/w) 
natrium-alginaattia, 140 mikrolitraa 1 M natriumhydroksidia ja 5 mikrolitraa 0,25 M 
sinkkikloridia. Kalsiumkloridipitoinen insuliiniliuos lisattiin alginaattiliuokseen 
huoneenlammossa magneettisekoittimella samalla hyvin sekoittaen, jolloin 
muodostui nopeasti kalsiumalginaattigeeli. 

15 Lopulliset kiteytysolosuhteet oli vat: 1,67 mg/ml insuliini, 2 % etikkahappo, 70 mM 
natriumhydroksidi, 0,625 mM sinkkikloridi, 1,5 % natrium-alginaatti, 3,5 mM 
kalsiumkloridi. Nain valmistettiin kirkas, melko homogeeninen ja jahmea geeli, joka 
samentui nopeasti. Geelin annettiin olla sekoittamatta huoneenlammossa 3 paivaa. 
Insuliini kiteytyi geelissa (pH 4,1) pienina, tasakokoisina neuloina ja neulakimppuina 

20 (Valokuva 2). Yksittaisten kideneulasten tyypillinen paksuus oli 1,5 [im ja pituus 25 
ixm. Kiteet eivat laskeutuneet tassa geelissa. Jos olosuhteet ovat muuten samat, mutta 
natriumalginaattia ei ole lisatty, insuliini ei kiteydy ja liuos pysyy kirkkaana. Tasta 
voidaan paatella, etta yllattavasti alginaatti aiheuttaa insuliinin kiteytymisen. 

Esimerkki 3. 

25 Ihmisen insuliinin kiteyttaminen 0,9 % kalsiumalginaattigeelissa 

Kiteytettavana materiaalina oli ihmisen insuliini kuten esimerkissa 2. Kiteytys tehtiin 
kalsiumalginaattigeelissa. 
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Insuliinijauhetta liuotettiin 20 % (v/v) etikkahappoon niin, etta insuliinipitoisuudeksi 
tuli 16,7 mg/ml. 200 mila-olitraan lata liuosta lisattiin 85 miki-olitraa vetta ja 70 
mikrolitraa 0,1 M kalsiumkloridia. Tama liuos sekoitettiin 1,645 millilitraan 85,1 
mM natriumhydroksidia ja 0,76 mM sinkkikloridia sisaltavaa liuosta, jolloin seoksen 
5 pH:ksi saatiin 4,0. 

Seoksesta tehtiin geeli lisaamalla siihen magneettisekoittimella sekoittaen 900 
mikrolitraa 3 % (w/w) natriumalginaattiliuosta. Lopulliset kiteytysolosuhteet olivat: 
1,15 mg/ml insuliini, 1,4 % etikkahappo, 48 mM natriumhydroksidi, 0,431 mM 
sinkkikloridi, 0,9 % natrium-alginaatti, 2,4 mM kalsiumkloridi . 

10 Syntynyt geeli oli sameaa, ja vahemman viskoosia kuin esimerkissa 2. Geelin 
annettiin olla sekoittamatta huoneenlammossa 3 paivaa. Insuliini kiteytyi geelissa 
pienina, tasakokoisina neuloina ja neulakimppuina (Valokuva 3). Yksittaisten 
kideneulasten tyypillinen paksuus oli 1,5 fim ja pituus 25 /xm. Kiteet eivat 
laskeutuneet tassa geelissa. 
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Esimerkki 4. 



Sian insuliinin kiteytys 0,45 %(w/w) kitosaanissa pH 5,0 

Kiteytettavana materiaalina kaytettiin sian insuliinia (Calbiochem). Esimerkin 1 
kaltaisesti 49 mg kuivaa insuliinijauhetta liuotettiin 4 millilitraan hapanta 
20 liuotusreagenssia joka sisalsi 10 mM suolahappoa ja 3 mM sinkkikloridia. 
Valmistettiin 0,9 % (w/w) kitosaaniliuos 0,28 M asetaattipuskuriin pH 5. Kitosaanin 
toimittaja oli Sigma, jonka luettelossa se on tuotenumerolla C-3646. 

1 millilitraan kitosaaniliuosta lisattiin 1 millilitraa liuotettua sian insuliinia samalla 
koko ajan koeputkisekoittajalla sekoittaen. Lisayksen jalkeen koeputki siirrettiin 
25 jatkuvaan keinutukseen huoneenlammossa. Loppuolosuhteet kiteytyspanoksessa 
olivat: 0,45 %(w/w) kitosaania, 0,14 M natrium asetaattia pH 5 ja 6,1 mg/ml porsaan 
insuliinia. Suolahapon loppupitoisuus oli 5 mM ja sinkkikloridin 1,5 mM. Tuloksena 
saatiin vuorokauden kuluttua paljon pienia sauvamaisia kiteita. Panoksen kidesaanto 
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oli 92,7 % insuliinin kokonaismaarasta. Valokuvasta 4 mitaten kiteiden tyypillinen 
pituus oli valilla 5-10 mikrometria ja paksuus 0,5 - 1 mikrometria. 



Esimerkki 5 



Sian insuliinin kiteytys 0,35 % (w/w) kitosaanissa pH 5,6 

Tassa esimerkissa kaytettiin samanlaista sian insuliinin liuosta kuin esimerkissa 4. 
Valmistettiin 0,9 % (w/w) kitosaaniliuos 0,66 M asetaattipuskuriin pH 5,6. 



100 mikrolitraan nain valmistettua kitosaaniliuosta lisattiin 100 mikrolitraa liuotettua 
sian insuliinia koeputlcisekoittajalla sekoittaen. Loppuolosuhteet kiteytyspanoksessa 
olivat: 0,35 %(w/w) kitosaani; 0,33 M natrium asetaatti pH 5,6 ja 6,1 mg/ml sian 
10 insuliini. Suolahapon loppupitoisuus 5 mM ja sinkkikloridin 1,5 mM. Tassa kokeessa 
muodostui runsaasti kuutiomaisia kiteita (samanlaisia kuin kuvassa 1) 
vuorokaudessa. Kidesaanto maaritettyna liukoisuusmittauksella oli 98,8 %. 



Esimerkki 6 



Ihmisen insuliinin kiteytys 0,45 % kitosaanissa pH 5,0 



15 Kokeessa kaytettiin samaa ihmisen insuliinia kuin esimerkissa 1. Jauhe liuotettiin 
samalla tavalla siten etta insuliinin pitoisuudeksi tuli 21,1 mg/ml. Valmistettiin 0,63 
% (w/w) kitosaaniliuos jonka asetaattipitoisuus oli 0,1M ja pH 5,0. 

Kiteytyspanos valmistettiin sekoittamalla 355 mikrolitraa kitosaaniliuosta ja 145 
mikrolitraa insuliiniliuosta. Loppuolosuhteiksi saatiin: 0,45 % kitosaania, 0,07 M 

20 natrium asetaattia pH 5,0 ja 6,1 mg/ml insuliinia. Suolahapon loppupitoisuus oli 2,9 
mM ja sinkkikloridin 0,9 mM. Tulokseksi saatiin runsaasti tiimalasin ja kartion 
muotoisia kiteita jotka muodostuivat vuorokauden kuluessa (Valokuva 5). 
Tiimalasin muotoisten kiteiden tyypillinen pituus oli 50 /wn ja pienempien 
kidekartioiden koko valilla 10-25 /Am. Tasta voidaan havaita, etta kitosaani 

25 vaikuttaa yllattavasti kiteiden kasvun mekaniikkaan tuottaen tulokseksi muodoltaan 
aivan toisenlaisia kiteita kuin on nahty tunnetun tekniikan menetelmilla. 



17 



Esimerkit 7 ja 8 

Sian insuliinin kiteytys kitosaanin ja natriumalginaatin seoksissa: 
Esimerkki 7 

Kiteytettavana materiaalina oli sian insuliini. Kiteytys tehtiin kitosaanin ja alginaatin 
5 seoksen muodostamassa geelissa. 

Kuivaa insuliinijauhetta liuotettiin 0,1 M etikkahappo, 3 raM sinkkikloridi -liuokseen 
niin, etta insuliinipitoisuudeksi tuli 12,4 mg/ml. 300 mikrolitraan tata liuosta lisattiin 
500 mikrolitraa 1 % (w/w) kitosaaniliuosta 0,1 M etikkahapossa. Tahan insuliinin ja 
kitosaanin seokseen lisattiin valittOmasti 700 mikrolitraa 1,3 % (w/w) 

10 natriumalginaattiliuosta samalla magneettisekoittimella hyvin sekoittaen. Nain 
valmistettiin helposti juokseva, kirkas geeli (pH 4,3). Geelin annettiin olla 
sekoittamatta huoneenlammossa 3 paivaa jolloin insuliini kiteytyi ohuina neuloina 
joiden paksuus oli 2-3 fxm ja pituus 30-50 /xm. Lopulliset kiteytysolosuhteet olivat: 
2,5 mg/ml insuliini, 0,3 % kitosaani, 0,6 % natrium-alginaatti, 53 mM etikkahappo, 

15 0,6 mM sinkkikloridi, pH 4,3. 



Esimerkki 8 

Kiteytettavana materiaalina oli sian insuliini kuten esimerkissa 7. Tassa esimerkissa 
kitosaanin pitoisuus oli huomattavasti korkeampi ja alginaatin pitoisuus alhaisempi 
20 kuin esimerkissa 7. 

Kiteytys tehtiin sekoittamalla kaksi liuosta (1) ja (2): 

Liuos (1): 1,4 mg/ml insuliini, 0,89 % (w/w) kitosaani, 0,1 M etikkahappo, 0,34 mM 
sinkkikloridi. Liuos (2): 3,6 %(w/w) natriumalginaatti, 0,48 M natriumhydroksidi. 

4500 mikrolitraa liuosta (1) lisattiin huoneenlammossa 457 mikrolitraan liuosta (2) 
25 jota samalla sekoitettiin huolellisesti. Nain valmistettiin samea geeli, jonka annettiin 
olla sekoittamatta huoneenlammossa yon yli. Insuliini kiteytyi geelissa pienina 
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kuutio- ja prismakiteina joiden lapimitta oli 10 - 15 fim (Valokuva 6). Lopulliset 
kiteytysolosuhteet olivat: 1,3 mg/ml insuliini, 0,8 % lcitosaani, 0,2 % natrium- 
alginaatti, 91 mM etikkahappo, 44 mM natriumhydroksidi, 0,3 mM sinkkikloridi, pH 
5,3 . 



Esimerkit 9 ja 10 

Sian insuliinin kiteytys glysiinin ja kitosaanin muodostamassa geelissa 
Esimerkki 9 

Kiteytettavana materiaalina oli sian insuliini. Kiteytys tehtiin glysiinin ja kitosaanin 
10 muodostamassa geelissa. Insuliinia liuotettiin 0,1 M etikkahappo, 3 mM 
sinkkikloridi- liuokseen niin, etta insuliinipitoisuudeksi tuli 12,4 mg/ml. 300 
mikrolitraan tata insuliiniliuosta lisattiin 1,5 millilitraa 1 % (w/w) kitosaaniliuosta 
0,1 M etilckahapossa. 

Tahan insuliinin ja kitosaanin liuokseen lisattiin hyvin sekoittaen 500 mikrolitraa 
15 1,05 M glysiini, 0,2 M natriumhydroksidipuskuria (pH 9,0), jolloin seoksen pH oli 
5,5. Muodostunutta viskoosia geeliliuosta sekoitettiin kunnes se oli kirkas ja 
tasainen. Sen jalkeen sen annettiin olla sekoittamatta huoneenlammOssa, jolloin se 
pysyi kirkkaana useita tunteja. Seuraavana paivana insuliini oli kiteytynyt 
keskimaarin 20 /Am lapimittaisina prismakiteina (kuva 7). Lopulliset 
20 kiteytysolosuhteet olivat: 1,61 mg/ml insuliini, 0,65 % kitosaani, 78 mM 
etikkahappo, 0,391 mM sinkkikloridi, 228 mM glysiini, 43 mM natriumhydroksidi. 



Esimerkki 10 



Esimerkki 9 toistettiin kemialliselta koostumukseltaan tasmalleen samalla tavoin. 
25 Tassa esimerkissa insuliinin kiteytyspanosta sekoitettiin voimakkaasti, jolloin se 
muuttui nopeasti sameaksi. Tuloksena saatiin suhteellisen pienia, 4 - 5 /Am 
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lapimittaisia insuliinin prismakiteita (Valokuva 7). Esimerkit 9 ja 10 osoittavat etta 
kiteiden kokoon geelissa voidaan vaikuttaa merkittavasti sekoituksella. 



Esimerkit muiden proteiinien kiteyttamisesta polymeereilla 



Esimerkki 11 



Glukoosi-isomeraasin kiteytys pektiinissa 



Kiteytettavana materiaalina oli erittain puhdas veteen diafiltroitu glukoosi-isomeraasi 
jonka systemaattinen nimi on D-xylose ketol-isomerase EC 5.3.1.5. Kiteytys tehtiin 
kalsiumpektiinigeelissa seuraavasti: Koeputkeen pipetoitiin 1 millilitra glukoosi- 

10 isomeraasin vesiliuosta (57 mg/ml). Liuokseen sekoitettiin 200 mikrolitraa 0,5 M 
Tris-HCl-puskuria pH 7,0 ja 800 mikrolitraa 4 % (w/w) pektiiniliuosta (pectin from 
citrus peel, Fluka). Pektiinin ja glukoosi-isomeraasin liuoksesta valmistettiin kirkas, 
homogeeninen ja melko jahmea geeli sekoittamalla siihen 500 mikrolitraa 1 M 
kalsiumkloridia. Geeli siirrettiin kylmaan (5 °C), missa sen annettiin seista 

1 5 sekoittamatta. 

Geeli samentui 30 minuutin aikana. Mikroskoopilla tarkasteltaessa nahtiin glukoosi- 
isomeraasin kiteytyneen tasakokoisina sauvamaisina kiteina. Kiteytymisen annettiin 
edeta yon yli. Valokuva 8 on otettu 20 tunnin kuluttua aloituksesta ja siina kiteet ovat 
20 keskimaarin 25 fxm pituisia. Lopulliset kiteytysolosuhteet olivat: 23 mg/ml glukoosi- 
isomeraasi, 40 mM Tris-HCl pH 7, 1,3 % pektiini, 200 mM kalsiumkloridi. Kiteet 
eivat laskeudu tassa geelissa. 

Glukoosi-isomeraasin lciteytyminen on huomattavasti hitaampaa ja syntyneet ldteet 
ovat suurempia monikulmioita (Valokuva 9), jos pektiinia ei ole lisatty. Ilman 
25 kalsiumkloridia glukoosi-isomeraasi ei kiteydy vastaavissa olosuhteissa. 



20 



Esimerkit 12 — 38 

Glukoosi-isomeraasin kiteyttaminen alginaatissa ja alginaattihydrolysaatissa 

Kiteytysreagenssiksi soveltuvat alginaattihydrolysaatit valmistettiin entsymaattisella 
menetelmalla. Esimerkissa kaytetyn entsyymin tuotetiedot: entsyymin nimi on 

5 alginaattilyaasi, aktiivisuus 2630 U/g, tuottajaorganismi Flavobacterium multivolum, 
toimittaja Sigma, tuotenumero A 6973. Natriumalginaatin 8 %(w/w) vesiliuosta 
hydrolysoitiin alginaattilyaasilla 20 tuntia 40 asteen lampotilassa. Hydrolysointi 
tehtiin eriasteisesti kayttamalla eri maaria entsyymia suhteessa alginaattiin. 
Entsyymimaarat olivat 0,9 mg - 9,5 mg per gramma alginaattia. Hydrolyysi 

10 keskeytettiin keittamalla seoksia 20 minuutin ajan vesihauteella. Taman jalkeen 
hydrolysaatit suodatettiin paperilla kiintoaineksen poistamiseksi. Nain valmistettuja 
alginaatin hydrolysaatteja kaytettiin vakevyydeltaan erilaisina liuoksina kiteyttamaan 
proteiinej a milcrodiffuusiomenetelmalla. 

Kiteytettavana materiaalina oli erittain puhdas veteen diafiltroitu glukoosi- 
15 isomeraasi. Kiteytys suoritettiin +5 °C lampotilassa mikrodiffuusiomenetelmalla 
sekoittaen reagenssit aluksi siten, etta niiden pitoisuus oli puolet siita mita 
seuraavissa taulukoissa on ilmoitettu loppupitoisuudeksi. Kunkin kokeen aikana seka 
proteiini etta polymeeri vakevoityvat veden haihtumisen johdosta siten, etta 
saavutetaan taulukossa ilmoitettu loppupitoisuus. Kunkin esimerkin alkutilavuus oli 
20 10 mikrolitraa ja lopputilavuus 5 mikrolitraa. Taman vakevoitymisen seurauksena 
olosuhteet muuttuvat otollisiksi proteiinien kiteytymiselle. 

Nama esimerkit tuottivat isomeraasille tyypillisia monisarmaisia (esimerkiksi 
valokuva 9) tai kaksoispyramidin muotoisia kiteita. Samanlainen prosessi voidaan 
toistaa haluttaessa suuremmassa mittakaavassa haihduttamalla tai muulla 
25 tavanomaisella vedenpoistomenetelmalla. 



Taulukko 1. Esimerkit 12 - 38 
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Esimerkki 



Glukoosi- 
isomeraasin 
loppupitoisuus 
mg/ml 



Alginaatin 
pitoisuus 



Hydrolyysiaste 
mg entsyymia/g 
alginaattia 



50 mM 
fosfaatti 
pH 



ei hydrolysoitu 
ei hydrolysoitu 



Tulos 



kiteytyi 



kiteytyi 
ldteytyi 



kiteytyi 
kiteytyi 



kiteytyi 



kiteytyi 
ldteytyi 
kiteytyi 



kiteytyi 



kiteytyi 



kiteytyi 




kiteytyi 
kiteytyi 
kiteytyi 
ldteytyi 
kiteytyi 



kiteytyi 
kiteytyi 
kiteytyi 
kiteytyi 
kiteytyi 
kiteytyi 



kiteytyi 
kiteytyi 
kiteytyi 
kiteytyi 
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Esimerkit 39 - 41 



Glukoosi-isomeraasin kiteytys pektiinilla 



Kiteytettavana proteiinina kaytettiin samaa glukoosi-isomeraasia kuin esimerkeissa 
12-38. Kiteytys suoritettiin mikrodiffuusiomenetelmalla samoin kuin esimerkeissa 



12-38. 



Kiteet 4 %:lla pektiinilla (pectin from citrus peel, Fluka) muodostuivat huoneen 
lammossa. Kiteet alemmilla pektiinitasoilla 1 % ja 2 % muodostuivat 7 asteen 
lampotilassa. Nama esimerkit osoittavat, etta glukoosi-isomeraasin voi kiteyttaa 
kayttaen ainoastaan pektiinia kiteytysreagenssina. Samoissa olosuhteissa 20 mM 
10 fosfaattipuskurissa pH 7 ilman pektiinia glukoosi-isomeraasi ei kiteydy. 



Taulukko 2. Esimerkit 39 - 41 



Esimerkki | 
No 


Glukoosi-isomeraasin 
loppupitoisuus 

mg/ml 


Pektiinin 
pitoisuus 

% 


20 mM 

fosfaatti 

pH 


Tulos 


39 


54 


1 % 


7 


kiteytyi 


40 




2% 


7 


kiteytyi 


41 


?5 


4% 


7 


kiteytyi 
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Esimerkit 42 - 47 

Ksylanaasin kiteytys alginaatin hydrolysaateissa 

Kiteytettiivana proteiinina kaytettiin ksylanaasia. Tama ksylanaasi on tuotettu 
Trichoderma sp organismilla ja tunnetaan kirjallisuudessa systemaattisella nimella 
endo-l,4-B-xylanase EC 3.2.1.8. . Kiteytys suoritettiin mikrodiffuusiomenetelmalla 
5 asteen lampotilassa alginaatin hydrolysaateissa samoin kuin esimerkeissa 12-38. 
Ksylanaasi ei kiteydy vastaavissa olosuhteissa ilman alginaatin hydrolysaattia. 
Valokuva 11 esittaa tyypillisia naissa esimerkissa valmistettuja ksylanaasin kiteita. 
Tyypilliset kiteet ovat suhteellisen ohuita levyja, joiden paksuus on 5-10 [xm ja 
sarmien pituus 200 - 300 jim. 



Taulukko 3. Esimerkit 42 - 47 



Esimerkki 
No 


Ksylanaasin 
loppupitoisuus 

mg/ml 


Alginaatin 
pitoisuus 

% 


Hydrolyysiaste 
mg entsyymia/ 
g alginaattia 


50 mM 

fosfaatti 

pH 


Tulos 


42 


31 


1 


0,9 


8,2 


kiteytyi 


43 


9? 


2 


?» 


3? 


kiteytyi 


44 

Valokuva 
10 


•)"> 


5 


?? 


33 


kiteytyi 


45 


3? 


2 


2,4 


33 


kiteytyi 


46 


?? 


5 




3? 


kiteytyi 


47 




5 


4,7 


33 


kiteytyi 
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Esimerkit 48 - 65 

Glukoosi-isomeraasin kiteytys pektiinin hydrolysaateilla 

Valmistettiin 2 % (w/w) liuos pektiinista veteen. Tata liuosta hydrolysoitiin 40 asteen 
lampotilassa pektinaasientsyymilla (Genencor International, Multifect PL) 
eriasteisesti suhteuttamalla entsyymimaara pektiinin kuiva-aineeseen. Valmistettiin 
kaksi eriasteisesti hydrolysoitua eraa, joista toinen hydrolysoitiin vain osittain ja 
toinen lahes loppuun asti. Entsyymimaarat olivat 0,01 mg ja 0,1 mg per gramma 
pektiinia. Hydrolyysi pysaytettiin keittamalla vesihauteessa 20 minuutin ajan. 
Pektiiniliuos suodatettiin kirkkaaksi, jaadytettiin ja kylmakuivattiin. 

Nain hydrolysoituja pektiineja kaytettiin eri pitoisuuksissa kiteyttamaan glukoosi- 
isomeraasia. Vastaavissa olosuhteissa ilman pektiinin hydrolysaatteja glukoosi- 
isomeraasi ei kiteydy. Kiteytysesimerkit tehtiin mikrodiffuusiokokeina 6 asteen 
lampotilassa. Kokeissa valmistetut kiteet olivat hyvalaatuisia prismoja, joiden 
sarmien tyypillinen pituus oli 100 - 200 mikrometria. Kiteiden muoto ilmenee 
havainnollisesti valokuvasta 11. 
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Taulukko 4. Esimerkit 48 - 65 



& 5. '•!> 
(SCO 
o «■ 

«r > O f * 



.1 ; .i .- .f 



- I J 



ft >5 



Esimerkki 
No 


Glukoosi- 

isomeraasin 

loppupitoisuus 


Pektiinin 
pitoisuus 

/c 


Hydrolyysiaste 
mg entsyymia/ 

or r\fVti ini V\ 

£i LyOivlil 1 11 cl. 


50 mM 1 

fosfaatti 

pH 

JL JL* 


Tulos 


48 


49 mg/ml 


i 




6 4 

W 9 ' 


kiteytyi 


49 


5 9 


D 


0 01 


6,4 

w 9 1 


kiteytyi 1 


50 


55 


a 
D 


0 01 

KJ^yJ x 


6 8 


kiteytyi ! 


51 


55 




0 01 


7,2 


Idteytyi 


52 


55 


3 


0,1 


6,4 


Idteytyi 


~53 


5? 


~3 




6,8 


Idteytyi 1 

^ * * 1 


54 


59 


3 


0,1 1 


7,2 


kiteytyi 


"55 


59 


_ 


0,01 




kiteytyi 


56 

valokuva 11 


59 


5 


0,01 


1 6,8 


kiteytyi 


57 


59 


D 


0 01 


7,2 


kiteytyi 


58 


59 




0 1 


6,8 

1 v 5 v 


kiteytyi 


59 


99 


i 


0 1 

V, X 


7,2 


kiteytyi 


60 


95 


i " 


0 01 


6,4 

j w 9 


kiteytyi 


61 

\J X 


99 


9 


0,01 


6,8 


kiteytyi 


62 


59 


9 


0,01 


j 7,2 


kiteytyi 


63 


55 


9 


0,1 


6,4 


kiteytyi 


64 


55 


19 


~~67i 


6,8 


kiteytyi 


65 


95 


9 


0,1 


7,2 


kiteytyi 



C' 
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Esimerkit 66 - 79 Ihmisen insuliinin kiteytys pektiinin hydrolysaateissa 

Kiteytysesimerkit tehtiin mikrodiffuusiokokeina huoneenlammossa samalla 
suoritustekniikalla kuin esimerkit 12 — 38. Monissa kokeissa kiteet syntyivat jo 
noin tunnin kuluttua pipetoinnista eli ennen tasapainotilaa, joten olosuhteet 
muistuttivat kiteytyshetkella enemman panoskoetta kuin milcrodiffuusiokoetta. Kiteet 
olivat joko pienia neuloja ja neulakimppuja tai prismoja. Valokuvan 12 esittamien 
kideneulojen tyypilliset mitat ovat: paksuus 1-2 jLtm ja pituus 20 - 30 /xm. 



Taulukko 5. Esimerkit 66 - 79 



Esimerkki 
No 


Insuliinin 
loppupitoisuus 

mg/ml 


Pektiinin 
pitoisuus 


Hydrolyysiaste 
mg entsyymia/ 


50 mM 
fosfaatti 

■ 

JJJL X 


Tulos 


66 


4 

t 


3 


0 01 


0 




67 


5? 


3 


0 01 


7 7 

' 3 ' 


35 


68 


95 


3 


0 1 


S 0 


33 


69 


5? 


3 


0,1 


7 7 


33 


70 


55 


5 


0,01 


5,0 


33 


71 


3? 


5 


0,01 


6,6 


53 


72 

valokuva 
12 


57 


5 


0,1 


5,0 


35 


73 


55 


5 


0,1 


6,6 


37 


74 


2 


9 


0,01 


5,0 


73 


75 


55 


9 


0,01 


6,6 


33 


76 


33 


9 


0,01 


7,7 


33 


77 


33 


9 


0,1 


5,0 


35 


78 


33 


9 


0,1 


6,6 


33 


79 


33 


9 


0,1 


7,7 


3? 
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Esimerkit 80 - 84 

Insuliinin kiteyttaminen dekstriinilla, pektiinilla seka natriumalginaatin ja 
pektiinin seoksella 

Seuraavissa esimerkeissa kaytettiin kiteytettavana proteiinina ihmisen insuliinia. 
5 Liuos sisalsi 4 mg/ml insuliinia, 2,5 raM HC1 ja 0,75 mM ZnCl 2 . Kiteytysesimerkit 
tehtiin mikrodiffuusiokokeina huoneenlammossa. Maissitarkkelyksesta valmistettu 
dekstriini oli Flukan tuote no 31412. Natriumalginaatti ja pektiini olivat samoja kuin 
esimerkeissa 1 ja 39 - 41. Insuliini kiteytyi dekstriinilla levymaisina kiteina kun taas 
pektiinipitoiset liuokset kiteyttivat insuliinin neulamaisessa kidemuodossa. 



Taulukko 6. Esimerkit 80 - 84 



Esimerkki 


Insuliinin 


Kiteyttava 


40 mM 


Tulos 


No 


loppupitoisuus 


polymeeri ja 


fosfaatti 






mg/ml 


pitoisuus % 


pH 




80 


4,0 


10 % Dekstriini 15 


5,0 


kiteytyi levyina 


81 


?? 


20 % Dekstriini 15 


5,0 


kiteytyi levyina 


82 


?5 


30 % Dekstriini 15 


5,0 


kiteytyi levyina 


83 


55 


2 % Pektiini 


5,0 


kiteytyi neuloina 


84 


?? 


0,5 % Natrium 
alginaatti 

ja 1 % Pektiini 


5,0 


kiteytyi neuloina 



15 
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Esimerkit 85 - 88. 



Kidepitoisten geelien viskositeetti 



Hyvin hyodyllinen ominaisuus on se, etta muodostunut polymeerin ja kiteiden seos 
on viskositeettityypiltaan tiksotrooppinen. Tama tarkoittaa sita, etta liuoksen 
viskositeetti alenee kun leikkausnopeus kasvaa. Tasta seuraa, etta kun seosta 
varastoidaan liikkumattomassa astiassa, se muuttuu hyvin nopeasti kiinteaksi 
geeliksi, jossa kiteet eivat laskeudu. Kun seosta annostellaan ja pumpataan, niin jo 
suhteellisen vahaisella voimalla se muuttuu nestemaiseksi ja helposti kasiteitavaksi. 
Nama ominaisuudet ilmenevat kuviosta 1, jossa esimerkkien 85 ja 86 mukaisia 
seoksia on pumpattu erilaisilla paineilla kapillaariputken lapi. Kuviosta ilmenee, etta 
painetta nostettaessa naytteen virtausnopeus kapillaarin lapi kasvaa jyrkkenevasti. 
Vertailuaineena kaytetyn glyserolin virtausnopeus kasvaa lineaarisesti paineen 
kasvaessa, mika merkitsee sita etta glyserolin viskositeetti pysyy vakiona tassa 
esimerkissa kaytetyissa olosuhteissa. 



Glyserolin viskositeetti kasikirjan (CRC Handbook of Chemistry and Physics, 1994 
CRC Press. Inc.) mukaan on huoneenlammossa 934 mPa s. Vertailuaineen 
viskositeetin perusteella laskettiin kidesuspensioiden viskositeetti eri 
virtausnopeuksilla ja tulosten perusteella piirrettiin kuvio 2. Tasta kuviosta ilmenee 
havainnollisesti se, etta esimerkkisuspensioiden viskositeetti alenee hyvin jyrkasti 
20 silloin kun virtausnopeus kasvaa. 

Esimerkit 87 ja 88 valmistettiin siten, etta savutettiin mahdollisimman korkea 
proteiinikiteiden pitoisuus ja samalla kuitenkin seos joka on pumpattavissa ohuen 
kapillaariputken, esimerkiksi injektioneulan lapi. Proteiinikiteiden pitoisuuden 
ylarajan maaraa oleellisesti kiteiden nestepitoisuus. Kirjallisuuden perusteella 
tiedetaan etta eri proteiinien ja peptidien kiteet sisaltavat merkittavasti erilaisia 
maaria emaliuosta, tavallisesti vetta ja veteen liuotettuja puskurisuoloja. Yksi 
gramma endoglukanaasin kiinteaa kidemassaa voi sisaltaa proteiinia korkeintaan 358 
mg. Nain ollen taman proteiinin vakevimmat pumpattavissa tai injektoitavissa olevat 
liuokset ovat pakostakin tata laimeampia. Esimerkeissa 87 ja 88 valmistettiin naytteet 
joissa oli 255 mg ja 272 mg endoglukanaasia millilitrassa kideseosta. Yllattavasti 
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voitiin havaita, etta naiden suspensioiden virtausnopeudet pienilla paineilla olivat 
samaa suuruusluokkaa kuin esimerkeissa 85 ja 86, joissa endoglukanaasia oli vain 
17,5 mg millilitrassa. Nama suspensiot olivat siten hyvin helposti injektoitavia. 
Suspensiot muuttuivat kuitenkin kiinteiksi geeleiksi tunnin kuluessa siita kun niiden 
5 sekoittaminen lopetettiin. Geelit voi muuttaa jalleen juokseviksi sekoittamalla hyvin 
vahaisella voimalla. 

Esimerkit 87 ja 88 osoittavat, etta silloin kun proteiinikiteiden pitoisuutta nostetaan, 
niin geeliaineen tarve koko seokselle laskettuna vahenee. Tama on ymmarrettavissa 
siten, etta polymeeria voi olla ainoastaan kiteiden valisessa nestetilassa, joka vahenee 
D silloin kun kiteiden osuus kasvaa. 



Esimerkki 85 

Tassa esimerkissa kuvaillaan kiteisesta endoglukanaasista (endo-l,4-p-glukanaasi, eli 
1,4-(1,3; l,4)-6-£>-GIucan 4-glucanohydrolase, EC 3.2.1.4, tuotettu Melanocarpus 
albomyces fermentaatiolla) ja alginaatista valmistettu geeli joka voidaan ajaa 
vahaisella paineella hyvin ohuesta kapillaariputkesta lapi (Kuvio 1). 

Geeli valmistettiin sekoittamalla keskenaan kolme liuosta seuraavasti: 

1) 1 ml 3 % natriumalginaattia, samoin kuin esimerkissa 1 

2) 2 ml endoglukanaasin (35 mg/ml) kidesuspensiota 5 mM Na-asetaattipuskurissa 
pH4,l 

Liuokset 1) ja 2) sekoitettiin keskenaan tasaiseksi kidesuspensioksi 

3) 1 ml 14 mM CaCl 2 lisattiin vahitellen ja samalla voimakkaasti sekoittaen 
edelliseen seokseen. 



Nain valmistettu kidesuspensio on geelimainen ja hyvin pysyva. Kiteet eivat 
laskeutuneet sailytysastian pohjalle 2 viikon tarkasteluajan kuluessa. 
Geelimaisyydesta huolimatta suspensiota voidaan helposti sekoittaa ja pumpata 
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kapillaariputken lapi. Geeli muuttuu hyvin juoksevaksi vahaisella sekoitusvoimalla. 
Suspensiota pumpattiin sisahalkaisijaltaan 0.48 mm ja pituudeltaan 42 mm pitkan 
terasputken lapi. Kaytettaessa 200 millibaarin painetta saavutettiin virtausnopeus 734 
/tl/min, mika lineaariseksi virtaukseksi muutettuna on 400 cm/min. 

Esimerkin mukainen kiteista entsyymia sisaltava seos pysyy tasaisena suspensiona 
geelimaisyydesta johtuen, mutta on kuitenlcin hyvin tehokkaasti ja helposti 
pumpattavissa ohuenkin putken lapi. 



Esimerkki 86 

Tama esimerkki on suoritustavaltaan samanlainen kuin edellinen esimerkki 85. Tassa 
muutettiin vain CaCl 2 pitoisuutta korkeammaksi : 

Geeli valmistettiin sekoittamalla keskenaan kolme liuosta seuraavasti: 
1) 1 ml 3 % natriumalginaattia 



unssa 



2) 2 ml endoglukanaasin (35 mg/ml) kidesuspensiota 5 mM Na-asetaattipuskuri 
pH 4,1 

Liuokset 1) ja 2) sekoitettiin keskenaan tasaiseksi kidesuspensioksi 

3) 1 ml 16 mM CaCl 2 lisattiin vahitellen ja samalla voimakkaasti sekoittaen 
edelliseen seokseen. 

Nain valmistettu kidesuspensio on geelimainen ja hyvin pysyva samoin kuin 
edellisen esimerkin suspensio. Talla seoksella oli kuitenkin korkeampi viskositeetti 
kuin esimerkissa 85, mika ilmenee kapillaariputkikokeesta. Suspensiota pumpattiin 
sisahalkaisijaltaan 0.48 mm ja pituudeltaan 42 mm pitkan terasputken lapi. 
Kaytettaessa 200 millibaarin painetta saavutettiin virtausnopeus 531/il/min, mika 
lineaariseksi virtaukseksi muutettuna on 290 cm/min (kuviol). 
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Esimerkki 87 



Vakeva kidesuspensio alginaattigeelissa. 



Alginaattigeeli valmistettiin sekoittamalla 10 ml 1,5 % natriumalginaattia ja 10 ml 7 
mM CaCl 2 . Endoglukanaasin kiteita 5 mM Na-asetaattipuskurissa pH 4,1 
suodatettiin vakuumisuotimella siten etta kaikki vapaa puskuriliuos poistui ja 
muodostui kiintea kidemassa. Kidemassan proteiinipitoisuus oli kuiva- 
ainemaarityksen perusteella 358,2 mg / 1000 mg. 

Sekoitettiin huolellisesti keskenaan 2,042 g endoglukanaasin kidemassaa ja 0,418 g 
alginaattigeelia. Nain valmistettiin tasainen maitomainen kidesuspensio joka on 
geelimainen ja hyvin pysyva. Seoksen endoglukanaasin pitoisuudeksi maaritettiin 
272 mg/ml. Alginaatin pitoisuus seoksessa oli 0,14 %. Suspensiota pumpattiin 
sisahalkaisijaltaan 0.48 mm ja pituudeltaan 42 mm pitkan terasputken lapi. 
Kaytettaessa 198 millibaarin painetta saavutettiin virtausnopeus 312 jtxl/min. 



Esimerkki 88 

Vakeva kidesuspensio alginaattigeelissa. 

Sekoitettiin huolellisesti keskenaan 2,067 g endoglukanaasin kidemassaa ja 0,592 g 
alginaattigeelia. kuten esimerkissa 87. Nain valmistettiin tasainen maitomainen 
kidesuspensio joka on geelimainen ja hyvin pysyva. Seoksen endoglukanaasin 
pitoisuudeksi maaritettiin 255 mg/ml. Alginaatin pitoisuus seoksessa oli 0,18 %. 
Suspensiota pumpattiin sisahalkaisijaltaan 0.48 mm ja pituudeltaan 42 mm pitkan 
terasputken lapi. Kaytettaessa 208 millibaarin painetta saavutettiin virtausnopeus 471 
/il/min. 
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Vaatimukset 

1. Menetelma proteiinien ja peptidien kiteyttamiseksi tai valmiiden kiteiden 
suspendoimiseksi laskeutumattomaan tai hyvin hitaasti laskeutuvaan 
seosmuotoon, joka on syotettavissa ohuen kapillaarin lapi kohtuullisella 
paineella, tunnettu siita, etta se sisaltaa proteiinin tai peptidin vesipitoisena 
liuoksena tai kiteisena ja yhdistettyna liuokseen, jossa on sellaisenaan tai 
hydrolysoituna yksi tai useampi seuraavista polymeereista: alginaatti, 
dekstriini, kitosaani tai pektiini. 



2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta polymeerit tai 
niiden hydrolysaatit aiheuttavat proteiinien tai peptidien kiteytymisen. 

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta syntyvat tai 
aiemmin valmistetut proteiinikiteet saavat vapaasti leijua tasa-aineisena 
suspensiona. 



4. Patenttivaatimusten 1-3 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta 

kiteytettava proteiini on entsyymi, polypeptide hormoni, vasta-aine tai sen 
osa sellaisenaan tai modifioituna. 



5. Patenttivaatimusten 1-4 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta syntyvat 
tai suspendoidut kiteet ovat pysyvia naissa polymeereissa. 

6. Patenttivaatimusten 1-5 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta kiteyttava 
polymeeri on alginaatti tai sen geeli. 



7. Patenttivaatimusten 1-5 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta kiteyttava 
polymeeri on dekstriini. 



8. Paten ttivaatimusten 1-5 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta kiteyttava 
polymeeri on kitosaani tai sen geeli. 

9. Patenttivaatimusten 1-5 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta lciteyttava 
polymeeri on pektiini tai sen geeli. 

10. Patenttivaatimusten 1-5 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta kiteyttava 
aine on kahden tai useamman polymeerin seos. 

11. Jonkin edella olevan patenttivaatimuksen mukainen menetelma, tunnettu 
siita, etta kiteyttava polymeeri on hydrolysoitu. 
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Kuvio 1. 

Paineen vaikutus virtausnopeuteen 0,48 nun kapillaariputke 
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Kuvio 2. 

Virtausnopeuden vaikutus viskositeettiin 0,48 mm kapillaariputkessa 
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Esimerkki 1 . Ihmisen insuliinin kiteita natriumalginaatissa 



r 

* «.«■ O 

0 




I 9 




Valokuva 2 

Esimerkki 2. Ihmisen insuliinin kiteita 1,5 % kalsiumalginaattigeelissa 
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Valokuva 3 . 
Esimerkki 3 



Ihmisen insuliinin kiteita 0,9 % kalsiumalginaattigeelissa 



L V 



46 



o e 
i. c « 

t -, if - ' 



tt tea 




Valokuva 4. 

Esimerkki 4. Sian insuliinin kiteita 0,45 % kitosaanissa 
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Valokuva 5 . 

Esimerkki 6. Ihmisen insuliinin kiteita 0,45 % kitosaanissa 
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Valokuva 6. 

Esimerkki 8. Sian insuliinin kiteita kitosaanin ja natriumalginaatin 
seoksessa 
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Valokuva7. 

Esimerkki 10. Sian insuliinin kiteita glysiinin ja kitosaanin 
muodostamassa geelissa 
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Valokuva 8. 



Esimerkki 11. Sauvamaisia glukoosi-isomeraasin kiteita pektiinigeelissa. 
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Valokuva 9. 
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ESimerkki 1 1 . Glukoosi-isomeraasin kiteet ilman pektiinia. 
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Valokuva 10. 
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Esimerkki 44. Ksylanaasin kiteita alginaatin hydrolysaati 
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Valokuva 1 1 . 

Esimerkki 56. Glukoosi-isomeraasin kiteita pektiinin hydrolysaatissa 
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Valokuva 12. 



Esimerkki 72. Insuliinin kiteita pektiinin hydrolysaatissa 
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